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Abstract of DE1 9936035 

Lymphocyte proliferation assay kit comprising an anticoagulant, e.g. sodium citrate or heparin, one or 
more stimulants, e.g. phytohemagglutfnin, protein A and/or nerve growth factor and an antibody with 
CD69 specificity, is new. an Independent claim is also included for a lymphocyte proliferation assay 
comprising: (1) stabilizing venous blood by adding the anticoagulant; (2) stimulating lymphocytes by 
adding the stimulant(s): (3) measuring CD69 presentation before and after step (2> by adding the 
antibody and measuring antibody binding by fluorescence-activated cell sorting (FACS); (4) calculating 
a stimulation index as the ratio of CD69 presentation before and after stimulation; and (5) calculating 
the ratio of the stimulation indices for helper T cells and B lymphocytes. 
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Die f olgenden Angaban mind dan 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§> Lymphozytenproliferationstestkit 

@ Es wird ermoglicht But Lymphozyten vor und nach ei- 
nor Stimulation mrt PHA untVodar Protein A unc</oder 
NGf den Zdiloberflachanmarker CD69 zu srkannen und 
einen Stlmulatiorisindsx zu bestimmen. 
Die ermittslten Daten sind geeigriet, RQckschlQsse auf das 
Vbrtiegert dar Alzheimerschen Krankheit zu ermogiichan. 
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Beschreibuag 

Der LymphozytenproliferationstcsUdt wind zur Diagnose 
der Al^eimerschen Hrkrankimg eingesetzl. Er dieoi der Hr> 
fassung prakliniscbcr EdcraDkungspfaasen uod der diiferen- 5 
tialdiagnostischcn Abgreozung der Alzheimeiscben Erkran- 
kung gegenOber anderen Demenzen. 

Die Diagnose der Alzheimer^chen ErkrHokung ist mit kli- 
nischen Mitteln suwie den zur VerfUgimg stehenden paraUi- 
nischen und apparativ-cechnischen Methoden allein oicht to 
mit leiztcr Sichcrhcic zu stellen und bedarf dahcr stcts der 
autoptischen Verifizierung. Insbesondere in Erkrankungs- 
frilhsiadien isf die differentialdiagnostische Abgrenzung an- 
dercr Deiuenzunsachen ofl schwierig. Gcradc Ld dicsen Crii- 
hen Fhasen der Erkrankung is! jedoch eine sichere Stelluog i5 
der Diagnose aus zweierlei GrOnden wichtig. Sie erlaubt 
zum eincD die diagnostische Abgrenzung potentieU behan* 
delbarer Dcmenzformen und kann diese damit einer efifekti* 
ven Thertipie zufilhren. zum anderen isi sie Vferausseizung 
fur jeglichc Form der Iherapeutischeo Intervention in den 20 
ProzeB der Neurodegcneiation der Aizhcimerscheo Erkran- 
kung, der nur in diesen Pxllbstadien erfolgreich sein kann. 
Eine derartige diagnostische Sicherheit kann nur durch Bio- 
marker der Aizheiinerschen Erkrankung, d. h. duicb leicht 
zu besiinoinende biologische X^rMnderuDgen inil einer fur 2S 
die Edaankucg hinicichcoden Sensitivital und SpeziGlit, 
gcleistet werdea. 

Biomarker der Abiieimerschen Erkrankung haben damit 
zum einen diagnoscischen Wert, und sollen hierbei insbeson- 
dere hellcn, Kisikogruppen bzw. Paiienlen in prakliniscbcn 30 
Sladien und &ubcn kliniscben Stadien sicber zu ideatifizie- 
reo. Zum anderen dienen Biomarker der VerlaufskontroUe 
und damit der Prognostik sowie der KcntroUc der Ansprecb- 
barkeit auf kausal-therapculischc Interventionen. Idcale 
Biomarker soUlen beslimmlen theorctischen und prakti- 35 
schen Anfordemngcn genOgen. Hicrzu geb5ren insbeson- 
dere eine hohc SpcziaiSt und Sensitivital, die Fahigkeit, pr3- 
klinische Sladien zu identifizieren, sowic ein hoher positiver 
und negativer Varhersagcwcrt. Die Bestimmung der Bio- 
marker solile inoglichsl nicbt-invasiv sein und den Patienten 40 
nicht ^gstigen. Die Analysen solllen einfach durchfuhibar 
und prciswcrtscin. 

Keiner der derzdt bekannten Biomarker dcx Alzheimer- 
schen Erkrankung geniigtden den o. a. Anforderungen. Ins- 
besondere aufgnind der geringen Sensitivitat und SpezifitMt 4S 
der bekannien Biooiarker sind diese als diagnostisches 
Hilfsmittel ungeeignet. 

£s ist Aufgabe der Er&idimg, einen Biomaiker der Atz- 
heimcrscben Erkrankung mil flusreichender Sensitivitfit und 
SpezifitSi anzugeben und damic ein \ferfahren zur \ferfugung SO 
zu steikn, welches die Diagnose der Alzheiinerschen Er- 
krankungf die Erfassung von prakliniscbcn Erkrankungs- 
phasen sowie die difierentialdiagnoscische Abgrenzung der 
Alzheimerscheo Erkisnkung gegen andere Demenzen er- 
laubu S5 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch Bestimmung 
der CD69 Prfiscntation an der Oberfl9ctie von Lympbozylen 
dcs Paticnicn sowie durch Bestimmung der Ptoliferations- 
raie dieser Lymphozyten nach mitogener Stimulation get6st 
Diese Merkmale zeigen erkrankungsspeztfische Abwei- 60 
chungen vom Nonnbcfund. 

Die Erfindung beschreibi dn Mcrkmal (Biomarker) der 
Alzfacimcrschen Erkrankung, duicfa dessen Bestimmung Pa- 
tienten mit dieser Erkraskung zu idendfizieren sind. Damit 
wird ein Verfahren angegeben, welches die Diagnose der & 
Alzheimerschen Erkrankung, die Erfassung von praklini- 
scbcn Edvankungspfaasen sowie die differentiakii^nosti- 
sche Abgrenzung der Alzheimerschen Erkrankung gegen 



andeie Demenzen erlaubt. 

Bisher bekannte Merkmale der Alzheimerschen Erkran- 
kung, die sich am lebenden Paiienren be^timmen )a.s5cn 
(Biomarker) zeigen nur eine ungenQgende ^^ensiti vital und 
Spezifitat und sind als diagnosdscbc Hilfsitiittel daher unge- 
eignet Mit klioischen Mitteln betragt die diagnostische Si- 
cherheit nur 80% bis 90% und bcreitei insbesondere in Er- 
krankungsfhibphasen difierentialdiagnostische Schwieiig- 
kdteo. Die Erkennung von prSklinischen Brkrankuiigspha- 
sen ist aufgnind dcs Fcblens cincs geeigneten Biomarkers 
derzeil nicht m6glicb. 

Den neurodegenerativen Ver^derungen Itegen bet der 
Alzheimerschen Erkrankung gestdrre Pmzesse der inirazel- 
lularen Vennittlui^g trophischer und mitogener Signale zu- 
grunde. Diese St6rungen der intrazellularen Signaltransduk- 
tion sind nicht auf das Ncrvcnsystem beschr^nkt. 

Sie lassen sich in ahnlicher Weise auch an Lymphozyten 
des peripheren Blutes dieser Patienten finden. Aufgmnd ih- 
rcrErkrankungsspezifit&t besitzt diese Veranderung diagno- 
stiscben Wert und eignet sich als Biomarker. 

Die Ermittlung, ob die fiir die Alzheimcrscbe Erkrankung 
typische Stfirung der intrazellularcn Vermitllung trophischer 
und mitogener Signale vorliegt, erfolgt durch Bestimmung 
der CD69 Ptascolation auf Lymphozyten vor und nach mito- 
gener Slimulation. Hierflir werden Lymphozyten aus den 
durch ^nenpunktion gewonnenen Blutproben der Patienten 
Ober einen FiooU-Oradicntcn pr^arien und ftlr die weiteren 
StimulaiSonsexperimente eingesetzt. 

In einer weiteren AusfUhrungsform der Fjfindung werden 
diese Slimulationsexperiniente dixekl am Zitrat-Hlui duicfa- 
geftlhct, ohne vorher Lymphozyten prSparatorisch abzutreo- 
nen. 

Fur die Stimulationsexperimentc werden Phytohaemag- 
glutinin (PHA), Protein A und Nervenwachstumsfaktor 
(NGF) jcweib cinzeln oder in unterschiedlichen Kouibina- 
tiooen eingesetzt 

Die Bestimmung des Zellobcrflachcnmarkers CD69 er- 
folgt nach Bindung von fluoreszcnzfarbstoff-maikiencn An- 
tikarpem mittels FACS (Fluorescence activated cell sor- 
ting). Der simultane Kinsatz von FIuoreszenzfarbstoETftiar^ 
kierten Zell-spezifischen Antikorpem erlaubt die gelrennle 
Identifikation von Leukozyten, B-Lymphozyten, T-Lym- 
pbozyten, T-Helfeizellen, zytoeaxische und T^upprcssor- 
Zellen. 

In einer weiteren AusfUhrungsform der Erfindung wind 
die Proliferation von Lymphozyten diteki besAiinmL Dies is( 
duich den Nacfawds des Einbaues von radioaktiv- oder 
nicfat-radioaktiv niarkierten Komponenten bzw. deren Ana- 
loga in die Lymphozyten DNA sowie durch den Nacbweis 
andeter mit Prolifefatian einhergehender biologischer Pha- 
nomeoe mOgUch. 

Die Erfindung wird durch f<4gendc cingehendc Beschrei- 
bung dcutlicher. 

1. Gewinnung von venosem Blul durch \fenenpunk- 
doo und Stabibsicning durch Zugabe von Natrium ci- 
tiicum oder anderen geeigneten Stoffcn. In cincr weite- 
ren Ausfiihningsform der Erfindung werden aus dicsen 
Blutproben Ober einen Ficoll-Gradienien Lymphozyten 
duEch Zentrifugation praparativ abgeu-ennt 

2. Stimulation der Lymphozyten im Ziunl-BUit oder 
der praparativ isolierten Lymphozyten durch cinzelnc 
oder kombinicrte Zugabe von Pbytohaemagglutinin 
(PHA), Protein A, und Kervenwachstumsfaktor (NGF) 
Oder andem trophisch oder mitogen wirksanier Sub- 
stanzeo. 

3. Eonittlung der CD69 Pttseniation durch Bestiro- 
muQg von AntikOrperbindung mittels PACS (Ruores- 



PAfiE 6118 * RCVD AT fi/5/2006 4:07:17 PM [Eastern Daylight Time] • SVR:USPTO-EFXRF-eM5 ' DNI3:273830D • CSID:9mi99354 ' DURATION ^nm-6S):0ft«6 



. 9194199354 



IPTL 



04:10:11 p.m. 09-05-2006 



7/18 



DE 199 36 035 A I 



cence activated cell sorting) oderdurch eine andere^e- 
eigneie Meihode vor sowie nadi Stimulation. 

4. Simultane Idcntifikation unterschiedlicher ZelUy- 
pcn durch Einsatz Zelltypspezi6scber AotikCrper und 
Bestimmung deren Bindung milteU FACS (Fluorcs- S 
cence activated cell sorting) oder durch eine andete ge* 
dgnete Methode. 

5. Rechnerische Ennittlung des V^rhaluiisses (SUmu- 
laiionsindex) der CD69 Ptaseniation aurT-HelfazcQcn 
vor und nach Stimulation sowie auf B-Lymphozyten to 

vor und nach Stimulation mil PHA. 

6. Rechnerische Ermittlung des Vsrhaltnisses der Sti- 
mulationsindices von T-Helferaellen und B-l^mpho- 
:cylen. 

7. In weiteren Ausfiihrungsformen der Erfinduog >ver* 15 
den jcwcils die Pt^ntation von CD69 an andeien 
Zelltypen zugrunde gelegt und es werden jewetls alter- 
native Rechenoperationen (Division, Substraktion^ Ad- 
dition, Multiplikation) ausgefuhru 

8. In einer weiteieo AusfUhruQgsfoim der Erfindung 20 
wird die Vet^ndcnmg der intrazellulMren Sigoaltnms- 
duktion und des zellu^n Prolifeiationsveriialtens 
durch deo Nachweis des Einbaues von radioakdv- oder 
oichi-radioaktiv markierten Komponenten bzw. deren 
AAak>ga in die Lymphozyten DNA sowie duich den 2S 
Nachweis anderer mit Piroiiferation cingcheoder biolo- 
gischer FbSnomenc bestimmt. 



Ijegenden zu den Abbildungen 
Abb. I 



30 



Rechnerische Ermittlung des Verhaitnisses (Stimulations- 
index) der CD69 Rrasenlation auf T-IIeiferzellen vor und 
nach Stimulation sowie auf B-Lymphozyten vor und nach 35 
Stimulation mit PHA 

Links: Patient mit Alzheimerschcr Erkrankung (AD) 
Recbts: klinisch gesunder Kontrollproband 

Abb. 2 40 

Diagnostisclie Sensitivity fOr die Alzheimereche Edtrao- 
kung 

AusfiihiuDgsbeispiel AS 

1. Gewionung von venSsem Blut durch Vmenpunk- 
don und Stabzlisierung duicb Zugabe von Natriuni ci- 
tricum Oder Heparin oder anderen gedgneteo StoSea. 
(Tn einer weiteren Ausfuhmngsform der Erflndung SO 
werden aus diescn Blutproben Uber einen Incoll-Oia- 
dienten Lymphozyten durch Zectrifugaiioo prSparativ 
abgctrennt] 

2. Zugabe von Phyiohaemagglulinin (PHA), [Ptotcin 
A, und Nerveawacbstumsfaklor (NCjF) oder anderer 55 
tropbisch oder mitogen wirksanier Subsianzen.J zu 
dem Zitrai'Blut oder deo priiparativ isolierteo Lympho- 
zyten. Hicrdurch werden die Lymphozyten stimulicit 
und gehen in die Proliferation uber, deren fruhes Kenn* 
zeicben die Prasentalion von CD69 auf der Zelloberflfi- 60 
che ist. Ein Teil der Blutprabeloder der priq>aradv iso- 
Kerten Lymphozyten) wird vor der Sdmulatioo abge* 
trcnnt und dient in den wctterco Mcssuogen als unstim- 
roulierter Bezugsweit 

3. Mariderung der CD69 Prisentation durch Fluores- fiS 
zenzfacbstolf-niarkieiu AntikOfper, die spezifisch 
CD69 erkenoen. Quantifizienmg der Intensitit der 
Fluoicszeozmadcierung bzw. der Anzahl fluozeszenz- 



markierter Zcllen z. B. mittels FACS (Fluorescence ac- 
tivated cell soiling). 

Der ^muliane Einsatz ZelUypspezifischer Antikflrper 
crlaubt glelchzeitig die Identifikation unterschiedlicher 
Zelltypen und damit die diffcrcoztelle Erfassuog der 
CD69-Markierung unterschiedlicher Zelltypen 
Gkicfazeitig erfotgt die Quantifiziening der CD69 FrS- 
seotalion an der unstinunuUerten ?rdbit zur Besiiin- 
mung des Bezugswenes. 

4. Rechnerische Erminlung des VerhSltnisscs (Stimu- 
lationsindcx) dcrCD69 Prfisentation auf T-Hclfcrzclten 
vor und nach Stimulation sowie auf B-Lymphozyten 
vor und nach Stimulation mit PHA (siehe Abhildung). 
Da die MeBwerte der klinisch gesuoden Kooiiollpro 
banden als auch der PaUenlea mit Alzheimerscher Er- 
krankung auf Gnind individueller Abwcichungcn um 
eioen bestlmmten Wert stieuen, macht sich fthr die dia- 
gnosdsche Beuneilung der MeBergebnisse die Defini- 
tion von Grenzwerten notwendig. Die exakie Lage die- 
scr Grenzwerie unteriiegt dem wissenschaftlicbcn 
Fortschritt. In der untcn daigcstcllten Abhildung ist 
eine Mfiglichkeit der Interpretation der Mefiwcrlc dar- 
gestellt. Die Stimulationsindices von T- und B-Zellen 
wenlen im Koordinatensysiem auf unterschiedUchen 
Acbsen aufgetragen. Diese Ait der zweidiroensionaleo 
Dantellung erhdbt die Itennschfirfe zwiscfaen dem pa- 
thologischen und dem nonnalen Wbrteberdch. die to 
vorliegender Danttetlung dutch eine Diagonale ge- 
kennz^hent ist. Der Hinweis auf das Nbrliegen oder 
Nichl-Vorliegeo einer Alzheiixiefschen Erknuikung cr- 
gibt aus dem Bereich, in dem der individuelle Mefiweit 
liegt. Bci den unien daigestellteo MeBwerten von 19 
Paticnten mil Alzbdmerscber Erkrankung und 24 kli- 
nisch gesunden Normaipmbanden ergibt .sich fur die 
Alzheiraerschc Erkrankung dnc diagnosdsche Scosili- 
vital voD 894% und eine diagaostische Spezifitat von 
79^%. 



Paientanspriiche 

1. Lympbozytenpioliferationsicstkit, bcstcbcnd aus 

- koagulationshemmenden Adjuvantien, wic Na- 
triumcitrat oder Heparin oder anderen geeigneten 
Stoffen 

- SUniulierungsmtUelo wie Fbytohaemaggluttnin 
(PHA). Protein A. Nerveowachstumsfakior 
(NGF) 

- ein AntikocpermitCD-69nSpezifitaL 

2. \ferwendung des IVsrkits nach Anspruch 1, daduich 
gekennzeichnet, dass 

- vcoOses Blui durcfa Zugabe vod Nairiumcitrat 
stabilisicrt wild, 

- die Lymphozyten stimuliert werden durch ein- 
zelne oder kombinierte Zugabe voo Sliuiulie- 
rungsmiiieln wic Phyiohaemagglulinin (PHA), 
Ptotein A, Ncrvcnwacfastumsfaktor (NGF) oder 
andere irophisch oder mitogen wiikendc Substan- 
zen, 

die CD69-Ptascotation auf den Lymphozyten 
durch Zugabe eines spezifischen AndkOrpers (i- 
xien und vennessen wird, 

- wobei dies vor und nach der Stimulation der 
Lymphozyieo erfolgt, 

die Antikdrperfoindung miuels FACS vermes- 
seo wird, 

- der Stimalatioasifldex als \^rhaltms der CD69- 
Ptaseotation vor und nach der Stimulation be- 
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stinimt wird, 

- das Vcrhaltnis der Stimulatioosindices voo T- 
Helferzellen und B-Lymphozyten errechnci wird. 

3. Verwendun^ des Tcstkits nach Ans^ch 2, dadurch 
gekennzeicbiieU dass die Lympbozyten iiber einen Fi- S 
coU-Gradicnten durch Zentiifugieren praparieit wer- 
detu 

4. Verwendimg des Ibslkils nach Anspnich % daduxcb 
gekennzeichnet, dass andere Zelltypcn als Lymphozy- 
tcn vcxMi-cndct wetden, zum Beispiel T-HdfenDellra. B- JO 
Lymphozytcn, T-Lympbozyicn, zytotoxische und T- 
SupressorZellen. 

5. Verwendung des Testkiis nach Anspnich 2 und 4, 
dadurch gekennzeichneu dass die BesUmmuag des 
ZellobcrflSchenmarlcere CDt9 simullan duich Verwcn- i5 
duog fluoreszenzfarbstofr-inaricialer sellspezifischer 
Andkorper eifolgt 

6. Verwendung des Testkits nach Anspruch 1 und 5, 
dadurch gekeonzdchnet, dass tDonoklonale Antik^iiper 
eingesetzt werden. 20 

7. %rwcndung des Testkits nach Anspruch ), dadurch 
gekennzrachnet, dass ats tropUsch wirkende Substan- 
zen NearveawachsCumsfaktor oder aodeiie geeignete 
Neurotropbine eingesetzt weiden. 

8. Verwendung des Ibstkils nacb Anspruch 1, dadurch 2S 
gekennzeichoet, dass als mitogen wiikende Substanzen 
Protein A, PbytohaemagglutiniD oder andere geeigitete 
Mitogene eingesetzt werden. 

9. Verwendung des Testkits nacb Anspruch 1, dadurch 
gekeonzeichnet, dass andeie, in die Lympbozyten 30 
DNA eingebaute, leicht nachwelsbaie Komponeoten 
vor und nach der StimulatioQ bestimmt werden. 

10. Verwendung des Testkiis oach Anspruch 1 und 9, 
daduich gekennzeichnet, dass die leicht nachwdsbare 
Kompoaealc cioc radioaktiv mariderte DNA isL 35 
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